Red-legged partridge (Alectoris rufa):looking for the circulating viruses in this economically relevant species by Dias, Maryline Marques
Universidade de Lisboa 
Faculdade de Ciências 
Departamento de Biologia Animal 
Red­legged par tr idge (Alectoris rufa): 
looking for the circulating viruses in 
this economically relevant species. 
Maryline Marques Dias 
Mestrado em Biologia Humana e Ambiente 
2009
Universidade de Lisboa 
Faculdade de Ciências 
Departamento de Biologia Animal 
Red­legged par tr idge (Alectoris rufa): 
looking for the circulating viruses in 
this economically relevant species. 
Orientação: 
Maria Filomena Caeiro (Departamento de Biologia Vegetal e Centro de Biologia 
Ambiental, Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa) 
Deodália Dias (Departamento de Biologia Animal e Centro de Biologia Ambiental, 
Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa) 
Maryline Marques Dias 
Mestrado em Biologia Humana e Ambiente 
2009
Red­legged partridge (Alectoris rufa): looking for the circulating viruses in this economic relevant species. 
Mestrado em Biologia Humana e Ambiente  | 3 
Bibliography and  bibliography  citations were written  following  the Veterinary 
Microbiology Journal criteria’s.
Red­legged partridge (Alectoris rufa): looking for the circulating viruses in this economic relevant species. 
Mestrado em Biologia Humana e Ambiente  | 4 
I. Resumo 
As  perdizes  do  género  Alectoris  são  um  grupo  de  aves  pertencentes  à  ordem 
Galiformes  e  à  família  Phasianidae. É  um grupo  com uma distribuição  relativamente 
vasta pelo Médio Oriente, Sudeste da Europa, Ásia Central, América do Norte e Norte 
de África, e com especial  relevância  económica  e cinegética em alguns dos países do 
Sul da Europa. Em Portugal, Alectoris rufa (perdiz­comum) é a única representante do 
género  e  tem  um  elevado  valor  económico  e  social  por  ser,  talvez,  a  espécie  mais 
caçada. Distribui­se por todo o território nacional sendo mais abundante em zonas com 
menos  população  humana  e  de  vocação  agrícola.  Para  além  das  populações  naturais, 
também  é  importante  referir  a  existência  de  populações  de  perdizes  criadas  em 
cativeiro,  as  quais  representam  uma  proporção  significativa  da  economia  local  e 
nacional. A.  rufa  foi  relativamente abundante até aos anos 70, data a partir da qual  se 
verificou um decréscimo muito acentuado. Seguindo a política de outros países como 
França  e Espanha,  em Portugal  a Direcção Geral  dos Recursos Florestais  (organismo 
responsável  pela  gestão  dos  recursos  cinegéticos)  implementou  um alargado  conjunto 
de regras para possibilitar a recuperação das populações naturais. Uma dessas regras foi 
autorizar  a  produção  de  perdizes  em  cativeiro,  de  forma  a  serem,  posteriormente, 
libertadas na natureza. Grande parte do conhecimento científico relativo à A. rufa situa­ 
se nas áreas da ecologia, genética e fisiologia, sabendo­se relativamente pouco sobre os 
seus agentes patogénicos, como parasitas e vírus. Assim, entendeu­se  ser  importante e 
necessário  monitorizar  estes  agentes  pois  podem,  eventualmente,  transformar­se  num 
sério problema de saúde animal e até saúde pública. 
Numa  revisão  bibliográfica  verificou­se  que  os  principais  vírus  patogénicos 
conhecidos  para  espécies  de  aves  pertencem  às  famílias  Flaviviridae, 
Orthomyxoviridae, Poxviridae, Paramyxoviridae  e Coronaviridae.  Influenza, Poxvirus 
e West Nile vírus são exemplos de vírus que já foram detectados em perdizes. 
Do ponto de vista genético os vírus das famílias Flaviviridae, Paramyxoviridae, 
Coronaviridae  e  Orthomyxoviridae  têm  genomas  de  RNA  de  cadeia  simples,  sendo 
segmentado nos Orthomyxoviridae. Os Poxviridae  são vírus de DNA com genoma de 
cadeia dupla. 
Dada  a  importância  científica  e  económica  deste  recurso  natural  e  à  falta  de 
estudos  sobre  os  vírus  circulantes  nesta  espécie,  o  principal  objectivo  deste  trabalho 
centrou­se na optimização de metodologias de extracção de ácidos nucleicos e de PCR e
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RT­PCR  para  detecção  de  genomas  virais  em  tecidos  destes  animais.  Através  da 
sequenciação  dos  produtos  de  PCR  e  de  RT­PCR  obtidos  e  da  comparação  dessas 
sequências com as disponíveis na base de dados do NCBI, foi efectuada a caracterização 
dos vírus cujos genomas tenham sido amplificados. 
Neste  estudo,  foram  utilizadas  amostras  de  sangue  e  de  zaragatoas  orais  e  da 
cloaca de perdizes colectadas em dois cativeiros: um da região de Santarém e outro da 
região  de  Setúbal.  A  colheita  das  amostras  foi  feita  por  um  veterinário  da Direcção­ 
Geral  dos  Recursos  Florestais,  ao  abrigo  do  acordo  bilateral  entre  esta  entidade  e  a 
Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa. 
Como resultados deste trabalho, conclui­se que a metodologia mais conveniente 
para extracção e amplificação de DNA seria o PCR directo com a Phire Hot Start DNA 
polymerase (Finnzymes), e que extracções com Trisure (Bioline) permitiam obter RNA 
que amplificava eficientemente por RT­PCR. Verificámos ainda que estas amostras de 
RNA  continham  vestígios  de  DNA  que,  não  interferindo  com  o  RT­PCR,  também 
amplificavam  eficientemente  com  primers  e  condições  adequadas  de  PCR.  Esta 
particularidade foi considerada vantajosa para este estudo, ao possibilitar que a mesma 
amostra possa ser utilizada na detecção de genomas virais quer de RNA quer de DNA. 
As  condições  de  RT­PCR  também  foram  optimizadas,  obtendo­se  resultados 
reprodutíveis  com  dois  dos  sistemas  ensaiados;  One­Step  RT­PCR  kit  (Qiagen)  e 
SuperScript II Reverse Transcriptase kit (Invitrogen) seguido da amplificação do cDNA 
obtido com Phire Hot Start DNA polymerase (Finnzymes). Optou­se pelo One­Step RT­ 
PCR para a obtenção de produtos de RT­PCR a partir das amostras de ácidos nucleicos 
de  A.  rufa,  tanto  pela  sua  conveniência  (incluir  os  reagentes  dos  dois  passos  deste 
processo numa única mistura de reacção) como pela sua rentabilidade após optimização 
para volumes de reacção muito reduzidos. 
A amplificação de sequências de DNA e de RNA mensageiro da beta actina, a 
partir  dos  ácidos  nucleicos  das  amostras  de  perdiz,  foi  efectuada  como  controlo  da 
existência e qualidade desses ácidos nucleicos. A escolha da beta actina deveu­se a ser 
um gene constitutivo e conservado, pelo que foi amplificado com primers específicos de 
Gallus gallus domesticus, dada a sua elevada homologia com o genoma das perdizes. 
A partir do produto de PCR com cerca de 1500 pb, foi obtida uma sequência de 
1300 pb que,  como esperado, apresentou 85% de  identidade com a  sequência da beta 
actina citoplasmática de G. gallus; o produto de RT­PCR amplificado com os mesmos 
primers, com cerca de 650 pb, também foi sequenciado podendo­se concluir que havia
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97%  de  semelhança  entre  esta  sequência  e  a  do mRNA  da  beta  actina  de G.  gallus. 
Estes  resultados  permitiram  concluir  que  as  sequências  obtidas  correspondem  a 
sequências parciais do genoma e do mRNA da beta actina de A. rufa, respectivamente. 
Também se concluiu que há diferenças de tamanho entre os produtos de PCR e de RT­ 
PCR, por este produto de PCR conter um intrão. 
Quanto  à  obtenção  de  produtos  de  PCR  na  pesquisa  de  genomas  virais, 
obtiveram­se  resultados  positivos  com os  primers  específicos  para Poxvirus;  contudo, 
são  provavelmente  falsos  positivos  pois  foram  obtidos  apenas  uma  vez.  Quanto  à 
obtenção  de  produtos  de  RT­PCR,  obtiveram­se  resultados  positivos  com  primers 
específicos para a amplificação de sequências de Paramixovirus e de Coronavirus. 
Os  produtos  de  RT­PCR  obtidos  com  os  primers  para  Paramixovirus,  na  sua 
maioria,  não  foram  do  tamanho  esperado.  Não  tendo  sido  sequenciados,  colocam­se 
duas hipóteses: ou os primers escolhidos revelaram inespecificidade nestas amostras, ou 
estavam a  ser  detectadas  sequências  genómicas  de Paramixovirus  devido  à  vacinação 
das perdizes efectuada na exploração de onde provinham estas amostras. 
A sequenciação de um produto de RT­PCR obtido com primers específicos para 
Coronavirus  permitiu  identificar  uma  sequência  com  92%  de  identidade  com  outros 
Coronavirus já sequenciados em perús e galinhas. Apesar de apenas se ter sequenciado 
um  produto  de  PCR,  um  elevado  número  de  amostras  desta  exploração  (15  em  20) 
apresentaram  resultado  idêntico,  o  que  nos  permite  concluir  que  há  Coronavírus  a 
circular  nas  perdizes  deste  aviário.  Parece  assim  importante  que,  para  além  da 
confirmação destes resultados com a sequenciação de um maior número de produtos de 
RT­PCR,  deverão  ser  ponderadas  medidas  de  acompanhamento  e  de  pesquisa  da 
existência de vírus nas populações de perdizes em cativeiro, nesta e noutras explorações 
próximas  pois,  embora,  não  exista  informação  sobre  sintomas  de  doença  nestas  aves, 
alterações genómicas nos descendentes destes vírus podem aumentar a sua virulência ou 
até adquirir capacidade de infectar outros hospedeiros, nomeadamente o homem. 
Este estudo constituiu uma primeira abordagem à detecção de vírus em perdizes 
criadas  em  cativeiro  com  resultados  que  mostram  a  pertinência  de  uma  vigilância 
epidemiológica reforçada. 
Palavras­chave:  Alectoris  rufa,  vírus  de  aves,  espécie  cinegética,  vigilância 
epidemiológica.
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II. Abstract 
Partridges  of  the Alectoris  genus  are  birds with  economic  and  game  relevance 
for  some of  the  southern European  countries,  like Portugal. Alectoris  rufa  is  the  only 
indigenous  species  present  throughout  Portuguese  territory  where  populations  in 
captivity are also  to be considered since  they  represent a  significant proportion of  the 
local and national economy. Relatively little is known about A. rufa pathogenic agents 
like parasites and viruses. This study aims the optimization and application of PCR and 
RT­PCR methodologies to look for viruses in partridges in captivity. 
Animal samples were collected and carried to the laboratory by veterinaries from 
Direcção­Geral  dos  Recursos  Florestais.  From  the  different  methodologies  assayed, 
direct PCR with Phire Hot Start DNA polymerase  (Finnzymes)  seemed  to be the best 
one  to  amplify  DNA  sequences  and  RNA  extraction  with  Trisure  (Bioline)  rendered 
high  quality  and  amplifiable  RNA;  small  amounts  of  DNA  that  remains  in  these 
samples turned out to be useful because, under specific conditions, these samples could 
also amplify DNA. The chosen methodology  to amplify RNA was  the one with One­ 
Step RT­PCR kit (Qiagen). Because DNA and RNA sequences from partridges could be 
used to validate the nucleic acid samples as well as PCR and RT­PCR experiments, beta 
actin was  chosen;  the  primers  for  its  amplification were  selected  from Gallus  gallus 
published sequences. A. rufa PCR and RT­PCR products were sequenced and showed 
respectively  85%  and  97%  of  identity  with  citoplasmatic  beta  actin  and  beta  actin 
mRNA of Gallus gallus. Positive  results were achieved when  searching  for Poxvirus, 
Paramyxovirus  and  Coronavirus  sequences.  Positive  results  for  Poxvirus  and 
Paramyxovirus were  not  subjected  to  sequencing. One of  the  15  in  20 PCR products 
obtained with Coronavirus  primers was  sequenced  and matched with  sequences  from 
other  avian  Coronaviruses.  This  result  allowed  concluding  that  Coronaviruses  are 
probably circulating among partridges in captivity. 
Keywords: Alectoris rufa, bird viruses, game species, epidemiologic vigilance.
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NCBI database (X00182.1). 
Figure 11 – Comparison of  nucleotide sequences of A.  rufa RNA amplified with  beta 
actin  primers  and  G.  gallus  beta  actin  mRNA  sequence  on  NCBI  database 
(NM_205518.1). 
Figure 12 – Comparison of nucleotide sequences of A. rufa RT­PCR product amplified 
with  specific  primers  for  Coronavirus  and  set  of  sequences  found  to  have  a  92%  of 
maximum identity (NCBI database). 
Table 1 – Samples provided for this study. 
Table 2 – PCR program used to amplify G. gallus domesticus and A. rufa DNAs with 
P900 primers. 
Table  3  –  First  set  of beta  actin  primers  (McNally  et  al.,  2005)  used  and  respective 
relevant data.
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Table 4 – PCR program used with Phire DNA polymerase kit  to amplify A.  rufa beta 
actin sequence with the first set of primers. 
Table 5 – Second set of beta actin primers designed from G. gallus beta actin sequence 
on NCBI database (NM_205518.1) and respective essential data. 
Table 6 – PCR program used with Phire DNA Polymerase kit  to amplify A. rufa beta 
actin sequences with the second set of beta actin primers. 
Table  7  –  PCR  program  used  to  amplify  A.  rufa  beta  actin  sequence  according  to 
McNally et al. (2005). 
Table 8 – Sets of primers for Poxvirus (Xing et al., 2006). 
Table 9 – PCR program used with Phire DNA polymerase kit to amplify Poxvirus viral 
genome. 
Table  10  – Sets  of  combined unspecific  primers  used with SuperScript  II  and  cDNA 
synthesis kit, followed by a PCR with Phire DNA polymerase kit. 
Table 11 – PCR program used with Phire DNA polymerase to amplify RNA products 
with unspecific primers. 
Table  12  –  Second  set  of beta  actin  primers  designed  from Gallus  gallus  beta  actin 
sequence on NCBI database (NM_205518.1) and respective essential data. 
Table 13 – PCR program used with Phire DNA polymerase to amplify RNA products 
with second set of beta actin primers. 
Table  14  –  Sets  of  primers  for  Type  A  influenza  (Spackman  and  Suarez,  2007), 
Coronavirus  (Culver  et  al.,  2008), Flavivirus  (Fulop  et  al.,  1993)  and Paramyxovirus 
(Wise et al., 2004) and respective relevant information. 
Table 15 – PCR program used with Phire DNA polymerase to amplify RNA products 
with virus specific primers. 
Table  16  – RT­PCR  program  for One­step RT­PCR  kit  used  to  amplify A.  rufa  beta 
actin mRNA and viral genomes. 
Table  17  –  PCR  program  used  with  Phire  DNA  polymerase  to  amplify  RNA  from 
Arabidopsis with its specific primers. 
Table  18  –  RT­PCR  program  for  One­step  RT­PCR  kit  used  to  amplify  RNA  from 
Arabidopsis with its specific primers. 
Table 19 – PCR program used to amplify nucleic acids for sequencing. 
Table  20  – Combination  of RNA extraction methods  and  kits  for  amplification  of A. 
rufa RNA samples.
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Table  21  –  Results  of  PCR  and  RT­PCR  amplifications  with  A.  rufa  nucleic  acid 
samples and specific primers for beta actin and for genomes of different family viruses. 
Table 22 – Size of  the products amplified  by PCR and RT­PCR  from A.  rufa nucleic 
acid samples.
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1. Literature review 
1.1 Alectoris rufa: Systematics and distribution 
A great number of domestic birds came from the Galliformes order. Partridges 
are one of them. Partridges are included in the Phasianidae Family (Fig. 1) and are well 
known and studied because of  their economic, gastronomic and game  importance, but 
also of  their ecosystem contribute.  In general  they are small birds with small heads as 
compared to their body, strong legs and fingernails, small rounded strong wings. Most 
of the time they remain on the ground (Beça, 2005). 
In terms of systematic, partridges are divided in two groups: grey partridges and 
red partridges. Grey  partridges  are  from Perdix  genus,  like P.  perdix  and P.  daurica, 
while  red  partridges  are  from Alectoris  genus.  Until  the  last  century  grey  partridges 
were exclusive of  the Euro­Asiatic North Hemisphere; however,  they were brought  to 
North America and Hungary because of  their  game relevance. Red partridges may be 
found in Middle East, Southern Europe, Central Asia, North America and North Africa 
(Fig. 2) (Hume, 2002; Beça, 2005). 
Figure 1 – Partridges systematic. Adapted from Beça, 2005.
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Figure 3 – A. rufa (Beça, 2005). 
Focusing  on  the  Alectoris  genus  described  by  Kaup  in  1829  (Teixeira,  2006; 
Hoppe et al., 2007), it is a group of game birds with great economic relevance for some 
of  the  southern  European  countries,  particularly  Spain  and  Portugal  (Teixeira,  2006; 
Hoppe et al., 2007). 
Four  species  of  this  genus  are  present  in  Europe,  the  Mediterranean  baseline 
being common to all: A. rufa (Red­legged partridge), A. chukar (Chukar partridge), A. 
graeca (Rock partridge) and A. barbara (Barbary partridge). A. rufa (Fig. 3) is endemic 
in Europe, but it is confined to Portugal, Spain, South France and North Italy as natural 
populations.  In  England  red­legged  partridges  were  introduced.  They  were  also 
introduced  in Azores and Madeira  but  in  a  less extended way.  (Dias, 1992 and 1996; 
Hume, 2002; Beça, 2005). 
Figure 2 – Map of A. rufa, A. graeca, A. chukar and A. barbara distribution. Adapted from 
Beça,  2005. 
Alectoris rufa;  Alectoris graeca;  Alectoris chukar;  Alectoris barbara.
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1.2 Alectoris rufa: a genetic and economic resource 
In Portugal A. rufa is the only indigenous species and it is the most important at 
economic, social and scientific levels, as well as a game bird. Red­legged partridges are 
present  throughout  the  whole  territory,  although  not  uniformly  distributed:  their 
populations  are  more  abundant  in  lower  human  presence  regions,  as  well  as  in 
agricultural  lands with  a  small  number  of  trees  (Fig.  4)  (Teixeira,  2006). Apart  from 
natural populations, populations in captivity are also to be considered, since in Portugal 
they  represent  a  significant  proportion  of  the  local  and  national  economy  (Teixeira, 
2006). 
In  1940­1950  red­legged  partridges  grew  in  great  abundance  because  of  the 
agricultural  policies  of  the  Portuguese  state:  cereal  campaigns  were  undertaken, 
therefore  more  food  was  available  for  the  specie  (Beça,  2005).  However,  since  the 
decade of  the 70’s a much concerning decline  in  their natural populations began. This 
decline was  due  to  the  great  hunting  pressure  as  a  result  of  the  policy  of  free  game 
installed  in Portugal after  the 1974 Revolution, and also  to  habitat  fragmentation as  a 
result of uncontrolled deforestation (Carvalho et al., 1997; Beça, 2005). 
Because  a  regression  in  A.  rufa  population  numbers  was  notorious,  the 
authorities  (Direcção­Geral  dos  Recursos  Florestais)  encouraged  restocking 
Figure 4 – Portugal map representing A. rufa probable distribution and actual A. rufa distribution. 
Adapted from Beça, 2005.  Good;  Medium;  Bad.  Frequent;  Less frequent;  Rare.
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programmes  that  were  able  to  promote  a  partial  stability  in  the  natural  populations 
(Carvalho  et  al.,  1997).  Even  nowadays,  various  factors  contribute  to  the  red­legged 
partridge population loss in Portugal: decrease of habitat quality, aggressive agricultural 
practices, uncontrolled restocking programs, game and hunting pressures, among others 
(Beça, 2005). 
The production  of  red­legged  partridge  in  captivity with  subsequent  release  of 
these  birds  and  restocking  of  the  natural  population  is  an  activity  that  has  been 
employed  in  countries  like  France  and  Spain  (Randi  and  Bernard­Laurent,  1999; 
Gortázar and Villafuerte, 2000) and even in Portugal (Dias, 1992 and 1996) where this 
is  now an  important activity. Every  year  thousands of red­legged partridge  specimens 
(official  numbers  of  2003  refer  almost  1  million)  are  imported  into  Portugal, 
predominantly  from  Spain  and  France,  to  be  released  (Dias,  1992  and  1996).  Those 
imported  partridges  are  controlled  in  terms  of  genetic  purity  but  there  is  always  the 
possibility that some of them may host microorganisms that autochthon partridges had 
never been in contact with, with all the negative consequences in terms of animal health, 
public health and economics (270 million €/year in Portuguese market) (Beça, 2005). 
Breeding  of  red­legged  partridges  in  captivity  is  under  control  and many  laws 
regulate  all  details  of  infrastructure  and  cautions  needed  to  raise  birds  in  captivity. 
Nothing  is  left  out  and  everything  is  regulated:  reproductive  area with  an  incubation 
room,  disinfection  room,  egg  selection  room,  disinfection  room,  egg  store,  egg  pre 
warming room, egg eclosion room , sanitary installation and office; breeding area with 
pre parks, warming area,  flight parks, social room, and feeding (Beça, 2005). 
However, even with all the care taken with these game birds and a follow­up by 
veterinaries,  they  can  be  hosts  for  several  infectious  agents.  It  is  known  that  in  their 
natural habitat partridges may be infected by viruses (Lipkind et al., 1981; Simeonov et 
al.,  2003;  Buenestado  et  al.,  2004;  Wünschmann  and  Ziegler,  2006).  It  is  therefore 
important  that  animals  in  captivity  do  not  have  any  infection  at  the moment  of  their 
release back in their own country or into a different one, in order that no viruses or any 
other kind of microorganism is introduced in an uncontrolled way in the environment. 
1.3 Viruses of birds 
A  great  part  of  the  research  in  A.  rufa  is  due  to  its  ecological  and  economic 
value,  and  to  the  significant  role  of  the  red­legged  partridge  as  game  species  and  its
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importance in human nourishment (Borralho et al., 1997;  Borralho et al., 2000). Much 
of the scientific knowledge relative to this species is in the areas of ecology (Borralho et 
al.,  2000),  genetics  (Dias,  1996;  Randi  and  Bernard­Laurent,  1999),  and  physiology 
(Rodríguez et al., 2004) but  relatively  little  is known about  its pathogenic agents  like 
parasites (Martínez­Carrasco et al., 2004) and viruses, or about its susceptibility to birds 
and  avian pathogens  such  as  the  avian  pox  virus  (Gortázar  et  al.,  2002). Even  less  is 
known about viruses circulating in partridge populations without showing pathogenecity 
and, therefore, considering the high rates of virus mutations, the existing ones have the 
potential  to  become  highly  pathogenic  for  this  species  or  even  to  humans  or  other 
animals. It is common to relate viruses with specific hosts, the natural host range being 
a distinctive character of each virus. Although generally accepted, this is not completely 
true. For example, a few years ago, humans experienced how this may be altered with 
the  appearance  of  severe  acute  respiratory  syndrome  (SARS),  caused  by  a  new 
Coronavirus  evolved  from  a  virus  circulating  in  animals  (Culver  et  al.,  2008). 
Nowadays, human society shows a high concern about H5N1, an Avian Influenza virus 
that may evolve to a Human virus by mutation or recombination (Spackman, 2007) and 
more  recently,  a  new H1N1  is  the most  concerning  epidemic  virus.  Influenza  virus  is 
also  an  example  of  viruses  that  may  infect  humans  and  birds,  the  birds  being  their 
natural reservoir. 
1.4 Main features of viruses 
Viruses  consist,  in  their  most  basic  form,  of  a  segment  of  nucleic  acid 
encapsidated in a protein coat. They don’t have their own metabolism and they invade 
cells in their profit, using cells metabolism and machinery to multiply themselves. Even 
thought  some  viruses  encode  polymerases  and  other  enzymes,  they  are  always 
dependent on a host cell (Condit, 2007). 
Although viruses only purpose is  infecting a cell  to replicate themselves and to 
be  released  to  infect new cells,  each  virus  has  its  own way and  strategy evolved over 
million years, to make it happen. Viruses show a high diversity and consequently, their 
effects  in  the  host  cells  (which  are  part  of  a  living  organism)  are  also  very  diverse 
(Condit, 2007). 
Viruses are known to infect all types of organisms, from bacteria and Archaea to 
animals  and  plants;  however,  it  is  given  more  attention  to  the  ones  that  can  directly 
infect humans or cause them any kind of disease (Condit, 2007).
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1.5 Viruses of partridges 
Until  now,  the main  pathogenic  viruses  related  to  bird  species,  belong  to  the 
virus  Families  Flaviviridae,  Adenoviridae,  Orthomyxoviridae,  Poxviridae, 
Paramyxoviridae, Coronaviridae and Circoviridae. 
Different  studies  have  been  made  in  which  partridges  were  found  to  be 
contaminated  with  viruses.  Among  others,  Influenza  viruses  were  isolated  from  rock 
partridges (Lipkind et al., 1981), poxviruses were found in a study about an outbreak in 
A.  rufa  in Spain by Buenestado  et al. (2003) and  isolations of Avian poxvirus also  in 
Spain have been done by Gortázar et al. (2002) and Simeonov et al. (2003); West Nile 
Virus was diagnosed in A. chukar by Wünschmann and Ziegler in 2006. 
So,  viruses  from  different  Families  are  plausible  to  be  found  in  red­legged 
partridges: Flaviviridae, Paramyxoviridae and Coronaviridae, that have single stranded 
RNA genomes; Orthomyxoviridae that have segmented single stranded RNA genomes; 
and Poxviridae that have double stranded DNA genomes (Condit, 2007). 
1.5.1 Flaviviridae 
The first human virus discovered was later to be known as Yellow Fever Virus 
(YFV) and classified as a Flavivirus. It was discovered by Walter Reed (Lindenbach et 
al.,  2007).  Flaviviridae  is  actually  known  to  include  important  human  and  animal 
pathogens transmitted by hematophagous arthropods or directly from vertebrate host to 
vertebrate host (Lindenbach et al., 2007). Flavivirus, one of the 3 genera of the Family 
Flaviviridae, consists in more than 70 viruses, which cause a variety of diseases: fevers, 
encephalitis and  hemorrhagic  fevers. West Nile  virus  (the well­known Flavivirus  first 
isolated in 1937 in Uganda (Lindenbach et al., 2007)) was isolated from a wide range of 
bird  species:  Ardeola  ralloides,  Plegadis  falcinellus,  Anas  querquedula,  Fulica  atra, 
Tringa  ochropus,  Vanellus  vanellus,  Larus  ridibundus,  Streptopelia  turtur,  Sturnus 
vulgaris (Aranda et al., 2003). A recent study reports that in Portugal, Culex pipiens s.l 
and C. univittatus are  infected with Flavivirus  (Almeida et al., 2008), which suggests 
the possibility of infection of different species of birds. 
1.5.2 Paramyxoviridae 
Paramyxoviridae includes viruses that have a major economic impact on poultry 
and  animal  rearing  (Newcastle  disease  virus  and  rinderpest  virus). Newcastle  disease
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virus,  which  appeared  in  1926,  is  a  virus  that  has  an  important  impact  on  domestic 
poultry,  causing  illness,  deaths  and  reduced  egg  production,  thus  resulting  in  major 
economic  losses  (Friend  and  Franson,  1999;  Lamb  and  Parks,  2007).  The  Family 
Paramyxoviridae is divided in 2 subfamilies: Paramyxovirinae and Pneumovirinae. The 
Paramyxovirinae  contains  5  genera,  Avulavirus  being  the  genus  where  Newcastle 
disease  virus  is  included.  These viruses are  spread by aerosols  (Friend   and Franson, 
1999; Lamb and Parks, 2007). 
1.5.3 Coronaviridae 
Coronaviridae members can be divided in 3 serological groups; viruses isolated 
from birds (chicken and turkeys) belong to serogroup III. Coronavirus isolations started 
in  the  1930s  (infectious  bronchitis  virus)  and,  recently  (in  2003)  a  new Coronavirus 
causing SARS in humans could be identified (Drosten et al., 2003). Coronaviruses are 
nowadays associated with economically  important diseases  in cattle, poultry, and pigs, 
and  serious  disease  in  cats. Twenty  known Coronaviruses  are  enveloped  viruses with 
distinctive  long petal­shaped spikes on the surface, which  is a characteristic that make 
their identification easier under an electronic microscope (Lai et al., 2007; Culver et al., 
2008). 
1.5.4 Orthomyxoviridae 
There are five different genera in the family of Orthomyxoviridae: the influenza 
viruses A, B, and C; Thogotovirus; and Isavirus (Palese and Shaw, 2007). Influenza A 
is  a major  human pathogen  that  has  avian  reservoirs  and,  for  that  reason,  is  the most 
relevant pathogen in bird studies; it has also been an important pathogen for the poultry 
industry worldwide  (Palese and Shaw, 2007; Spackman, 2007; Spackman and Suarez, 
2007). 
Although  the  natural  host  reservoir  species  for  the  avian  influenza  virus  are 
waterfowl, this virus is found in gallinaceous birds and other animal hosts (Spackman, 
2007;  Spackman  and  Suarez,  2007).  In  birds,  the  virion  protein  hemagglutinin  is  the 
primary mediator of pathogenecity, determining whether  infection will be restricted to 
the  respiratory  and  enteric  tracts  (low  pathogenic),  or  systemic  (highly  pathogenic) 
(Spackman, 2007; Spackman and Suarez, 2007). The generation of  highly  pathogenic 
avian viruses appears to be a phenomenon associated with adaptation of low pathogenic 
avian  viruses  to  chickens  or  turkeys.  Influenza  virus  was  isolated  in  1930  by  Shope
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(Palese and Shaw, 2007), and it is now known that it spreads just by handling infected 
animals, through the air or eating contaminated animals (Palese and Shaw, 2007). 
1.5.5 Poxviridae 
.  Poxiviridae  is  a  virus  Family  with  numerous  members,  several  of  them 
belonging  to  Avipoxvirus  genus.  Avipoxvirus  are  bird  pathogens  that  infect  many 
species worldwide, a situation that has increased in recent years. Canarypox, crowpox, 
fowlpox,  juncopox,  turkeypox  and  pigeonpox  are  examples  of  this  group  of  viruses. 
They are spread by mosquitoes, an unusual feature within the Poxviridae family (Friend 
and Franson, 1999; Moss, 2007).
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2. Objectives 
Because of  the  decline  of  the Alectoris  species,  production  of A.  rufa  in  captivity 
and introduction of these birds in Portugal is now an important activity. Therefore, it is 
imperative to study and monitor the birds’ health. 
This  study  intends  to  gather  as  much  information  as  possible  about  the  viruses 
associated to A. rufa populations. To achieve this goal, the following tasks were carried 
out: 
1.  Optimization  of  methodologies  based  on  PCR  amplification,  to  look  for 
viruses circulating in A. rufa: 
­  Nucleic acids (DNA and RNA) extraction from animal tissue samples; 
­  Selection and validation of primers for a house keeping gene (to be used as a 
positive control for  the nucleic acids extraction) and  for genome sequences 
of viruses that may be hosted by A. rufa; 
­  Set­up of PCR and RT­PCR reactions with the selected primers; 
2.  Sequencing  of  PCR  products  from  samples  amplified  with  the  selected 
primers 
3.  Comparison  of  the  sequences  obtained  in  this  study  with  published 
sequences  and  those  from  the  National  Center  for  Biotechnology 
Information (NCBI) databases; 
4.  Identification of viruses that may be circulating in A. rufa, in Portugal; 
In case of identification of virus sequences in the samples subjected to this work, 
this will be considered a first contribution to monitor viruses that may infect A. 
rufa  in  captivity  in  Portugal.  If  considered  adequate,  the  recommendation  of 
epidemiologic vigilance measures may be made subsequently to this study.
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3. Mater ial and Methods 
3.1 Laboratory equipment required for this study 
Digital Dry bath Accublock, Labnet 
Centrifuge 5414, Eppendorf 
Thermocycler Tpersonal, Biometra 
Analytical scale BP 61, Sartorius 
Transilluminator, Vilber Lourmat 
Fridge 
Freezer ­20ºC 
Freezer ­70ºC 
Microcentrifuge Spectrafuge 16M, Labnet 
Kodak digital sciences DC 120 zoom, Kodak 
Cooled centrifuge 3k10, Sigma 
Speed vac DNA 110, Savant 
Biological Safety Cabinet class 2A, Trade Labour 
Electrophoresis power supply ECPS 150, Pharmacia 
Multi Sub gel box electrophoresis, Cleaver Scientific 
Vortex Vibrofix VF1 electronic, Janke & Kunkel IKA ­ WERK 
Sequencer ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems 
Micropipettes, Boeco 
Tips with filter RNase and DNase free, Sarstedt and Bioplastics 
Microtubs Biosphere RNase and DNase free, Sarstedt 
Current laboratory material 
3.2 Methodology 
3.2.1 Partridge sampling 
In  this  study,  samples  from  captivity  red­legged  partridge’s  populations  were 
obtained  from different  regions  of Portugal  (Table  1). The handling  and  collection  of 
samples  were  always  carried  by  veterinaries  from  the  agency  responsible  for 
management  of  game  species  in  Portugal  (Direcção­Geral  dos  Recursos  Florestais)
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Table 1 – Samples provided for this study. 
under a bilateral agreement between Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa 
and  that  entity.  The  collected  samples  received  in  the  laboratory  were  blood  card 
samples and oral or cloacae swabs from each animal sampled. Blood card samples were 
stored  at  4ºC. Oral  and  cloacae  swabs were  collected  in Deltalab Virus Dacron  tubes 
(Qiagen) and stored at ­70ºC. 
Sample number   Type of sample  Region 
1­20  Blood and oral swabs  Santarém 
21­30  Cloacae swabs  Lagameça – Palmela 
3.2.2 DNA extraction 
DNA  extraction  was  performed  following  Finnzymes  protocol  suggested  for 
direct  PCR  (http://www.finnzymes.com/directpcr/index.html,  last  acceded  on  October 
21 st 2009) with Phire™ Hot Start DNA Polymerase (Phire DNA polymerase or Ph): 0.4 
mm diameter discs from blood card samples or a cotton swab sample were treated in a 
1.5  mL  tube  with  0.5  µl  of  20  mg/mL  proteinase  K  (Eurobio)  in  50  µl  of  1x  Phire 
reaction buffer. Samples were left over night in a dry bath at 60 ºC. After inactivation of 
proteinase K at 98 ºC for 10 minutes, samples were placed in ice until cooled down. A 2 
minutes 14 000 g centrifugation was done, and the supernatant was transferred to a new 
1.5 mL tube and stored at ­20 ºC. 
DNA extraction was also performed following Finnzymes protocol suggested for 
direct  PCR with Phusion™ Hot Start High­Fidelity DNA Polymerase  (Phusion DNA 
polymerase or F). All the procedures were identical to those described above, except for 
the reaction buffer that was 1x Phusion reaction buffer. 
DNA  was  also  obtained  with  QIAamp®  UltraSens™  Virus  kit  (Qiagen)  as 
described below for RNA extraction. 
3.2.3 RNA extraction and purification 
RNA  extraction  and  purification  was  performed  with  QIAamp®  UltraSens™ 
Virus kit (Qiagen) and Trisure (Bioline).
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QIAamp®  UltraSens™  Virus  instructions:  75  μl  of  20  mg/mL  proteinase  K 
(Eurobio) was pipetted into a 1.5 mL tube. A cotton swab sample or a 0.4 mm diameter 
disk of a card blood sample were introduced into the same 1.5 mL tube and then 500 μl 
of Buffer AL (containing 11.2 μg/mL carrier RNA).The mixture was vortexed, briefly 
centrifuged  and  incubated  at  56  °C  for  15  minutes.  A  brief  centrifugation was  done 
before the addition of 600 μl of pure ethanol to the sample. The mixture was vortexed, 
briefly  centrifuged  and  incubated  for  5  minutes  at  room  temperature.  A  QIAamp 
UltraSens  column  was  placed  into  a  receiver  tube.  All  the  lysate  was  applied  to  the 
column  and  centrifuged  for  3 minutes  at maximum  speed  (20000 g). The  filtrate was 
discarded and 600 μl of Buffer AW1 was added to the column that was centrifuged once 
again at full speed for 3 minutes. The filtrate was discarded, 750 μl of Buffer AW2 was 
applied  and  the  column  was  centrifuged  at  maximum  speed  for  3  minutes.  After 
discarding the filtrate, 750 μl of pure ethanol was added and a 3 minute centrifugation 
was done. The receiver tube was discarded and the column was placed in a new tube. A 
3  minutes  centrifugation  was  done  in  order  to  completely  dry  the  membrane.  The 
column was  placed  in  a  clean  1.5  mL  tube  and  20­150  μl  of  RNase­free water  (pre­ 
warmed at 60 ºC) was applied to the centre of the membrane. It was incubated at room 
temperature  for  2  minutes  and  was  then  centrifuged  at  full  speed  for  1  minute.  The 
sample was divided in 5 μl aliquots and stored at ­70ºC. 
The same protocol was also carried out without addition of carrier RNA. 
Nucleic acid elutions were performed with 130 μl, 50 μl and 40 μl of RNase­free 
water. 
Trisure protocol: 800 μl of Trisure was added to a cotton swab sample or a 0.4 
mm  diameter  disk  of card  blood  sample  into  a  1.5 mL  tube  and  left  for  1  hour  in  a 
Vortex­Genie shaker. A 1 minute centrifugation at maximum  speed was done and  the 
supernatant was transferred into a new 1.5 mL tube in ice. Then, 160 μl of chloroform 
was added and the tube was vigorously shacked by hand for 15 seconds. It was then left 
incubating in ice for 3 minutes. Following that incubation the sample was centrifuged at 
12000g for 15 minutes at 4 ºC. The aqueous phase was transferred to a new tube, and 
placed  in  ice;  400  μl  of  isopropyl  alcohol  was  added  to  the  sample  and  it  was  left 
incubating in ice for 10 minutes. The sample was centrifuged at 12000g for 10 minutes 
at 4 ºC. After that, the supernatant was removed and 1 mL of 75% ethanol was added to 
wash the pellet, by vortexing and then centrifuging the sample once again for 5 minutes
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at 4 ºC. The supernatant was discarded and  the ethanol washing was  repeated 2 more 
times. After removing the supernatant, the pellet was dried in a speed­vac for 1 minute, 
placed in ice, and then dried 1 minute again. Once the pellet was completely well dried, 
40 μl of pre­warmed (at 60 ºC) RNase­free water (treated with DEPC) was added to the 
pellet, pipetting the solution up and down several times. The sample was incubated in a 
dry­bath for 5 minutes at 60 ºC and then was distributed in 5 μl aliquots to new tubes 
that were stored at ­70ºC. 
Two major modifications to the previous protocol were assayed: 
1­  Incubation of the sample with Trisure: 
­  overnight in a shaker 
­  30 minutes in ice, vortexing every 5 minutes. 
2­  Before adding the isopropyl alcohol, 0.4 μl of 20 mg/mL glycogen (Bioline) 
was added to the aqueous phase 
3.2.4 Amplification of the nucleic acid samples with selected primers 
Each  nucleic  acid  sample  was  subjected  to  PCR  and  RT­PCR,  for  DNA  and 
RNA  amplification,  respectively.  PCR  and  RT­PCR  conditions  were  initially  those 
described in the literature, and subsequently optimized for specific samples, primers or 
enzymes. 
3.2.4.1 PCR amplification 
3.2.4.1.1 PCR with P900 primers 
A  conventional  PCR  assay  was  done  following  Pereira  (2006)  protocol  to 
amplify  A.  rufa  genome  and  Gallus  gallus  domesticus  DNA  sample  were  used  as 
positive  control.  In  a PCR  tube,  5  μl  of  5X Buffer was mixed with  2.5 μl  of  25 mM 
MgCL2, 0.5 μl of 10 mM dNTPs mix, 0.3 μl  of each specific primer P900 (1pmol/μl), 
1.5 μl of 10 μg/μl BSA, 0.15 μl of 5U/μl Taq DNA Polymerase (Promega), 9.75 μl of 
ddH2O  and  5  μl  of  DNA  sample.  The  primers  used  were  obtained  from  Random 
Amplification of Polymorphic DNA (Pereira, 2007). PCR program used (Table 2) was 
also  recommended by Pereira  (2006). PCR products were analysed by electrophoresis 
(0.7% agarose gel in TBE), by applying the entire PCR product.
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Table 3 – First set of beta actin primers (McNally et al., 2005) used and respective relevant data. 
Table 2 – PCR program used to amplify Gallus gallus domesticus and A. rufa DNAs with P900 
primers. 
3.2.4.1.2 PCR with beta actin primers 
To amplify A. rufa DNA, two sets of beta actin primers were chosen: a first set 
from  McNally  et  al.  (2005)  and  a  second  set  designed  from  G.  gallus  beta  actin 
sequence  (NM_205518.1)  on  NCBI  database  primers  (Tables  3  and  5,  respectively). 
Phire  DNA  polymerase  methodology  was  used  with  a  specific  program  in  order  to 
amplify A. rufa DNA with the 1 st and 2 nd set of beta actin specific primers (Tables 4 and 
6, respectively). It was added to a tube 3.8 μl of 5x Buffer, 0.2 μl of 25 mM of each beta 
actin  primers,  0.4  μl  of  10  mM  dNTPs,  0.2  μl  of  Phire  DNA  polymerase,  1  μl  of 
template DNA and purified water to a final volume of 20 μl. 
This protocol was also done with a final volume of 10 μl, keeping the ratios of 
each reagent. Template DNA was also used in volumes of 2 μl and 5 μl. 
A PCR following McNally et al. (2005) conditions was also made with the first 
set of beta actin primers (Table 7). 
Target 
Sequence 
Primer  Primer sequence (5’→ 3’) 
Annealing 
Temp. 
Expected 
product 
size 
Beta actin 
RNA 
Act F  ACT GGT ACT CAC TAT CCA AG 
57  ºC  750 bp 
Act R  CAG CAT GTA TAT GCA CTA CTG GAG C 
Temp.  Time  Repeat 
94 ºC  5 min 
94 ºC  30 sec 
35 times 50 ºC  45 sec 
72 ºC  45 sec 
72 ºC  5 min 
4 ºC  +∞
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Table 5 – Second set of beta actin primers designed from G. gallus beta actin sequence on NCBI 
database (NM_205518.1) and respective essential data. 
Table 4 – PCR program used with Phire DNA polymerase kit to amplify A. rufa beta actin 
sequence with the first set of primers. 
Table 6 – PCR program used with Phire DNA Polymerase kit to amplify A. rufa beta actin 
sequences with the second set of beta actin primers. 
Temp.  Time  Repeat 
98 ºC  7 min 
98 ºC  1 min 
35 times 57 ºC  30 sec 
72 ºC  90 sec 
72 ºC  5 min 
4 ºC  +∞ 
Target 
Sequence 
Primer  Primer sequence (5’→ 3’) 
Annealing 
Temp. 
Expected 
product size 
Beta actin 
B Act F  TGC GTG ACA TCA AGG AGA AG 
64ºC  Not known 
B Act R  AGT CAA GCG CCA AAA GAA AA 
Temp.  Time  Repeat 
98 ºC  1 min 
98 ºC  20 sec 
33 times 64 ºC  30 sec 
72 ºC  30 sec 
72 ºC  3 min 
4 ºC  +∞
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Table 7 – PCR program used to amplify A. rufa beta actin sequence according to McNally et al. (2005). 
Table 9 – PCR program used with Phire DNA polymerase kit to amplify Poxvirus viral 
genome. 
3.2.4.1.3 PCR with Poxvirus primers 
For  Poxviruses  genome  research  in  A.  rufa  samples,  specific  primers  were 
chosen  from  Xing  et  al.  (2006)  (Table  8).  The  PCR  program  used  with  Phire  DNA 
polymerase methodology is shown on Table 9. 
Virus  Primers  Primer sequence (5’→ 3’) 
Annealing 
Temp. 
Expected 
product 
size 
Poxvirus  Pox F  CTT TTT GGT AGA GGT TCG GG  66 ºC  495 bp 
Pox R  CAA GGA CAC GCG AAT CAT AA 
Temp.  Time  Repeat 
98 ºC  7 min 
98 ºC  45 sec 
10 times 64 ºC  45 sec 
72 ºC  45 sec 
98 ºC  1 min 
25 times 57 ºC  30 sec 
72 ºC  90 sec 
72 ºC  5 min 
4 ºC  +∞ 
Temp.  Time  Repeat 
98 ºC  5 min 
94 ºC  30 sec 
35 times 66 ºC  45 sec 
72 ºC  45 sec 
72 ºC  5 min 
4 ºC  +∞ 
Table 8 – Sets of primers for Poxvirus (Xing et al., 2006).
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3.2.4.2 RT­PCR amplification 
RT­PCR was carried out with different methodologies: 
­  SuperScript™ II Reverse Transcriptase (SuperScript II) (Invitrogen); 
­  cDNA synthesis kit (Bioline); 
­  OneStep RT­PCR Kit (Qiagen). 
With  Superscript  II  and  cDNA  synthesis  kit,  after  obtaining  the  reverse 
transcription  product,  Phire  Hot  Start  DNA  Polymerase  was  used  for  DNA 
amplification. 
SuperScript™ II Reverse Transcriptase protocol: a first mix was made with 1 
μl of cDNA synthesis primers [random hexamers (50ng/μl) or oligo(dT) (250 ng/μl) or 
specific primer (2.5 μM)], 2 μl of  total RNA and 6 μl RNase­free water  in an RNase­ 
free tube and heated for 10 minutes at 70 ºC. Then the microtube was put in ice. 
A  second mix  of 4  μl  of  5x 1 st  strand  buffer,  2  μl of 0.1 M DTT,  1 μl of 40 
units/μl RNasout  (Gibco),  1  μl  of  10mM dNTPs  mix  and  1  μl  of Superscript  II was 
added  to  the  previous  sample  (already  briefly  centrifuged),  and  the  mixture  was 
incubated at 42 ºC for 50 minutes. After that it was inactivated at 70 ºC for 15 minutes 
and placed in ice; 10% of this mixture was used to perform a PCR. 
The same protocol was assayed with modifications: 
­  The first mix,  in initial experiments was prepared with 2 μl of RNA sample 
and  6  μl  of  RNase­free  water;  later,  8  μl  of  RNA  sample  was  applied 
(without addition of  RNase­free water) 
­  The second mix was prepared with half of the volumes of each component. 
cDNA synthesis kit protocol:  the  following mixture was prepared in  ice: 1 μl 
of (250 ng/μl) Oligo (dT) or 1 μl of (50ng/μl) hexamers or 0.2 μl of specific primer (25 
μM),  1  μl  of 10  mM  dNTPs  and  5  μl  of  RNA  sample,  and  purified water  to  a  final 
volume of 10 μl. This mixture was incubated at 60 ºC for 10 minutes and then placed in 
ice. 
A second mixture was prepared with 4 μl of 5x RT Buffer, 1 μl of 40 units/μl 
RNasout  (Gibco)  and  0.25  μl  of  Reverse  Transcriptase,  and  purified water  to  a  final 
volume of 10 μl. This mixture was added to the previous solution and incubated at 42 ºC 
for 60 minutes. It was then incubated at 70 ºC for 15 minutes and chilled in ice; 10% of 
this reaction mixture was used to perform a PCR.
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Table 10 – Sets of combined unspecific primers used with SuperScript II and cDNA synthesis 
kit, followed by a PCR with Phire DNA polymerase kit. 
Table 11 – PCR program used with Phire DNA polymerase to amplify RNA products with 
unspecific primers. 
The  same  protocol  was  also  carried  out  with  ½  of  the  volumes  of  each 
component, performing a final volume of 10 μl ready to PCR. 
3.2.4.2.1 RT­PCR with unspecific primers 
For  RNA  amplification,  a  first  set  of  unspecific  combined  primers  were  used 
with  SuperScript  II  and  cDNA  synthesis  kit  for  reverse  transcription,  followed  by  a 
PCR with DNA polymerase kit as shown in Table 10. RNA present in samples was in a 
small amount that wasn’t observable directly applied in an agarose gel. Therefore, these 
primers  were  used  in  order  to  understand  if  RNA  extraction  were  successful.  PCR 
program used is shown in Table 11. 
Target 
sequence 
Primers used for 
RT­PCR 
Annealing 
Temp. 
Expected product 
size 
Not specific 
Oligo(dT) + 
Hexamers 
Hexamers + 
Hexamers 
50 ºC  Not specific 
3.2.4.2.2 RT­PCR with beta actin primers 
SuperScript  II  and  cDNA  synthesis  kit  followed  by  Phire  DNA  polymerase 
methodology was used  to amplify A.  rufa RNA with  the 2 nd  set of beta actin  specific 
primers (Table 12). PCR program used is shown on Table 13. 
Temp.  Time  Repeat 
98 ºC  5 min 
94 ºC  30 sec 
35 times 50  ºC  45 sec 
72 ºC  45 sec 
72 ºC  5 min 
4 ºC  +∞
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Table  12  –  Second  set  of  beta  actin  primers  designed  from G.  gallus  beta  actin  sequence  on 
NCBI database (NM_205518.1) and respective essential data. 
Table 13 – PCR program used with Phire DNA polymerase to amplify RNA products with second set of 
beta actin primers. 
3.2.4.2.3 RT­PCR with viruses’ specific primers 
For  different  viruses’  genome  research,  specific  primers were  chosen  for  each 
specific Family virus (Table 14). SuperScript II and cDNA synthesis kit products were 
submitted  to a PCR with Phire DNA polymerase and  respective specific primer. PCR 
program used is shown in Table 15. 
Target 
Sequence 
Primer  Primer sequence (5’→ 3’) 
Annealing 
Temp. 
Expected 
product size 
Beta actin 
RNA 
B Act F  TGC GTG ACA TCA AGG AGA AG 
56 ºC  615 bp 
B Act R  AGT CAA GCG CCA AAA GAA AA 
Temp.  Time  Repeat 
98 ºC  5 min 
94 ºC  30 sec 
35 times 56 ºC  45 sec 
72 ºC  45 sec 
72 ºC  5 min 
4 ºC  +∞
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Table 15 – PCR program used with Phire DNA polymerase to amplify RNA products with virus 
specific primers. X – Temperature value of each primer is shown in table 14. 
Table 14 – Sets of primers for Type A influenza (Spackman and Suarez, 2007), Coronavirus (Culver 
et al., 2008), Flavivirus (Fulop et al., 1993) and Paramyxovirus (Wise et al., 2004) and respective 
relevant information. 
Virus 
Specific 
Primer  Primer sequence (5’→ 3’) 
Annealing 
Temp. 
Expected 
product 
size 
Type A 
influenza 
InfA F  AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG 
69 ºC  Not 
known InfA R  TGC AAA AAC ATC TTC AAG TCT CTG 
Coronavirus  Cor F  ATG TCT ATC GCC AGG GAA ATG TC  60 ºC  265 bp 
Cor R  GCT CTA ACT CTA TAC TAG CCT A 
Flavivirus 
Flav F 
TCA AGG AAC TCC ACA CAT GAG ATG 
TAC T 
77  ºC 
Not 
known 
Flav R 
GTG TCC CAT CCT GCT GTG TCA TCA 
GCA TAC A 
Paramyxovirus  Para F  AGT GAT GTG CTC GGA CCT TC  58 ºC  121 bp 
Para R  CCT GAG GAG AGG CAT TTG CTA 
One­Step RT­PCR Kit  instructions:  in a PCR  tube  it was  added 10 μl of  5x 
Qiagen One­step RT­PCR buffer, 2 μl of 10 mM dNTPs mix, 0.2 μl of specific primer 
(with a  final concentration of 0.6 μM), 2 μl of Qiagen one­step RT­PCR enzyme mix, 
0.5 μl of 40 units/μl RNase inhibitor (Gibco), 5 μl of template RNA, and purified water 
to  a  final  volume  of  50  μl.  The  sample  was  then  placed  into  the  thermocycler  and 
runned with the appropriated program (Table 16). 
This protocol was also done with final volumes of 25 μl, 12.5 μl, 6 μl and 4 μl. 
The  proportions  of  the  different  components  of  the  reaction  mixture  were  always 
maintained. 
Temp.  Time  Repeat 
98 ºC  5 min 
94 ºC  30 sec 
35 times X ºC  45 sec 
72 ºC  45 sec 
72 ºC  5 min 
4 ºC  +∞
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Table 16 – RT­PCR program for One­step RT­PCR kit used to amplify A. rufa beta actin mRNA 
and viral genomes. X – Temperature values for each primer are shown in table 12 and 14. 
In all procedures, when possible, a master mix was prepared and then distributed 
for the different individual reaction tube. 
All this procedures were executed in a biological safety cabinet class 2A. 
3.2.4.2.4 RT­PCR with Arabidopsis sample 
A RNA control from Arabidopsis thaliana and an appropriate set of primers was 
provided by Dr. Ana Rita Matos. This control RNA was assayed with SuperScript II for 
reverse  transcription  followed  by  PCR  with  DNA  Phire  DNA  polymerase  and  with 
One­step RT­PCR kits. Programs used are shown in Table 17 and 18, respectively. 
Temp.  Time  Repeat 
50 ºC  30 min 
95 ºC  15 min 
94 ºC  30 sec 
33 times X ºC  30 sec 
72 ºC  1 min 
72 ºC  10 min 
4 ºC  +∞ 
Temp.  Time  Repeat 
98 ºC  5 min 
94 ºC  30 sec 
35 times 55 ºC  45 sec 
72 ºC  45 sec 
72 ºC  5 min 
4 ºC  +∞ 
Table 17 – PCR program used with Phire DNA polymerase to amplify RNA from Arabidopsis 
with its specific primers.
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Table 18 – RT­PCR program for One­step RT­PCR kit used to amplify RNA from 
Arabidopsis with its specific primers. 
Both in PCR and RT­PCR experiments, a negative control was always present. 
3.2.5 Gel electrophoresis 
2x loading buffer was added to samples (1:1) that were applied either in 0.7% or 
1.2% agarose gels. The applied current was 45 mA. 
3.2.6 DNA purification 
PCR  products  purifications  were  done  the  with  Jetquick  Spin  Columns 
following the DNA clean up protocol: a Jetquick spin column was placed  in a 2 mL 
receiver  tube.  Then,  400  μl  of  solution  M1  was  added  to  the  PCR  product,  mixed 
vigorously  and  transferred  to  the  spin  column. A maximum  speed  centrifugation was 
applied  for 1 minute and the filtrated was discarded. After that, 700 μl of solution M2 
was  added  to  the  spin  column,  and  once  again,  a  maximum  speed  centrifugation was 
done  for  1 minute.  The  filtrated was  discarded  and  a  new  centrifugation was  done  at 
maximum speed for 2 minutes. Then, the spin column was placed in a new 1.5 mL tube 
and 40 μl of pre warmed (at 60ºC) RNase­free water was added to the membrane. It was 
left incubating at room temperature for 2 minutes. After that a 2 minutes centrifugation 
at maximum speed was done to recover the DNA that was stored at ­20ºC. 
3.2.7 Sequencing 
3.2.7.1 PCR amplification 
Using Bigdye® Terminator  v 3.1 Cycle Sequencing kit: in a PCR tube it was 
added  0.8  μl  of  Abimix,  4  μl  of  2.5x Buffer,  0.2  μl  of  5  μM  specific  primer,  4.0  μl 
Temp.  Time  Repeat 
50 ºC  30 min 
95 ºC  15 min 
94 ºC  30 sec 
33 times 55ºC  30 sec 
72 ºC  1 min 
72 ºC  10 min 
4 ºC  +∞
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Table 19 – PCR program used to amplify nucleic acids for sequencing. 
sterile water and 1 μl of DNA sample, in a final volume of 10 μl. It was then placed in 
the thermocycler with an appropriated program (Table 19). 
3.2.7.2 Purification 
A 1.5 mL tube was prepared with 1 μl of 3M sodium acetate pH 5.3 and 25 μl of 
100% ethanol; 10 μl of the previous PCR product was transferred  to the  tube and  the 
mixture was mixed in a vortex and placed in ice for 30 minutes. Then a centrifugation at 
7500  g  was  done  for  25  minutes.  The  supernatant  was  discarded  and  the  pellet  was 
washed with 300 μl of 70% ethanol. Once again, a 15 minutes centrifugation was done 
at  6500 g. The  supernatant was once again discarded and  the washing procedure was 
repeated two more times. The tube was left open overnight protected from light. Finally, 
it was then stored at 4ºC. 
3.2.8 Software 
Photograph  software  used  was  Kodak®  Digital  Science  1D  v.  2.0.3. 
Sequenciation was performed with an ABI PRISM 310 sequencer with ABI PRISM 310 
Genetic  Analyzer  data  collection  software.  Sequences  obtained  and  first  analysed  by 
Applied Biosystems Genetic  Analyzers  v.  5.2, were  then  aligned  and  processed with 
Sequencher® v. 4.5.0 and Bioedit v. 5.0.6 software. 
Temp.  Time  Repeat 
96ºC  1 min 
96ºC  10 sec 
25 times 50ºC  5 sec 
60ºC  4 min 
4ºC  +∞
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4. Results and Discussion 
4.1 Optimization of DNA extraction and amplification from A. rufa samples 
4.1.1 PCR amplification of A. rufa sequences 
A  conventional  PCR assay was  applied  to A.  rufa DNA samples with  primers 
from Pereira (2006) that amplifies an approximately 900 bp product with Gallus gallus 
domesticus DNA samples  that were used as positive control. When  the protocol from 
Pereira (2006) was followed with A. rufa DNA extracted with QIAamp UltraSens Virus 
kit, the expected PCR products were observed with both DNA samples (Fig. 5). 
A. rufa DNA was also extracted with the protocol  suggested by Finnzymes  for 
direct PCR with Phire Hot Start DNA Polymerase and Phusion Hot Start High­Fidelity 
DNA  Polymerase  (http://www.finnzymes.com/directpcr/index.html,  last  acceded  on 
October  21 st  2009).  Using  the  already  referred  primers  (Pereira,  2006),  the  samples 
extracted with Phire and Phusion buffers were subjected to PCR to verify the efficacy of 
these  protocols.  This  experiment was  also  intended  to  compare  the  sizes  of  the  PCR 
products from standard PCR with Taq DNA polymerase (Promega) (Pereira, 2006) and 
PCR amplifications carried out with Phire and Phusion DNA polymerases. The results 
(Fig. 5) showed that direct PCR with both Finnzymes enzymes and buffers and standard 
PCR with DNA obtained with QIAamp® UltraSens™ Virus kit were well  succeeded, 
and all the 3 methods resulted in an identical PCR product. 
However,  it  is  possible  to  notice  in  Fig.  5  that,  differently  from  the  other 
enzymes and extraction methods, Phire DNA polymerase kit  amplified not only G. g. 
domesticus DNA but also oral and cloacae  swabs samples  from A.  rufa. This may be 
due to the fact that Phire Hot Start DNA polymerase has a special DNA­binding domain 
that  enhances  the  processivity  of  the  polymerase  (Phire DNA polymerase  handbook). 
The short time of annealing required from this polymerase contributes for its specificity 
because the primers in use will only bind to the most specific regions, resulting in high 
efficiency and specificity. Moreover, Phire DNA polymerase has a 3’→ 5’ exonuclease 
activity, which avoids polymerization errors (Phire DNA polymerase handbook), which 
is important in this study that intends to sequence the PCR products obtained. These are 
the reasons why Phire DNA polymerase kit was used in the following DNA extractions 
and PCR amplifications, except when  referred another extraction procedure. The  final 
volume of PCR reaction was then optimized and reduced to 10 µl.
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Because the primers used in these experiments preformed random amplification 
of polymorphic DNA (RAPD) (Pereira, 2006), it was considered convenient  to chose a 
set of primers specific for a known house keeping gene, present and possibly conserved 
in G. g. domesticus and A. rufa genomes. This is why primers for a beta actin sequence 
were selected. 
4.1.2 Selection of primers for amplification of a beta actin gene region 
A  first  set  of  primers  to  amplify  a  beta  actin  region  (Table  3)  was  chosen 
according to McNally et al. (2005) and PCR amplification of G. g. domesticus and A. 
rufa DNA samples was carried out with these primers.  As it can be observed in Fig. 6, 
a  2000  bp  band  was  amplified,  but  only  with  A.  rufa  DNA  samples.  According  to 
McNally et al. (2005), a 750 bp segment was amplified in Japanese quail DNA samples 
using this set of primers, and that segment presented a match with G. gallus beta actin 
mRNA. A possible explanation  for obtaining a PCR product of about 2000 bp  in  this 
study would  be  the  presence  of an  intron  in  this  region  of beta  actin  of  A.  rufa  that 
Figure  5  –  Gel  electrophoreses  after  a  conventional  PCR  amplification  following  the 
protocol  from Pereira (2006) (P), and protocols  for Phire Hot Start DNA polymerase (Ph) 
and Phusion Hot Start High­Fidelity DNA polymerase (F) kits. NC – negative control; PC – G. 
g. domesticus DNA sample; B1 – A. rufa DNA from blood sample diluted 1:10; B2 – A. rufa DNA 
from blood sample diluted 1:100; OS – A. rufa DNA from oral swab sample; CS – A. rufa DNA from 
cloacae  swab sample. L1  – GeneRuler  1kb DNA  ladder,  ready  to  use  (Fermentas); L2  – 1kb Plus 
DNA ladder (Invitrogen). 
Ph  F  P 
NC  PC    B1   B2  OS   CS    L1  NC   PC   B1   B2   OS   CS   L2   NC  PC  B1   B2  OS  CS
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doesn’t exist  in the Japanese quail genome. To notice that in this experiment, a sample 
of  A.  rufa  RNA  extracted  with  Trisure  (Fig.  6),  which  is  an  RNA  extraction 
methodology,  was  subjected  to  PCR  as  another  negative  control;  a  PCR  product 
identical to the one obtained with the DNA template showed the presence of amplifiable 
contaminating  DNA.  This  was  a  result  taken  in  account  when  decisions  were  made 
about the methods to be selected for nucleic acids extraction. 
A  second  set of primers  for beta actin was  selected based on a G. gallus beta 
actin  mRNA  sequence  from  NCBI  database  (NM_205518.1) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A careful choice was made  in order to choose primers 
that amplify different size PCR products whether resulting from PCR or from RT­PCR. 
These primers were used  in PCR amplification of G. g. domesticus and A. rufa 
DNA  samples  with  Phire  DNA  polymerase.  In  both  cases  the  expected  results  were 
obtained: an approximately 1500 bp band was visible from the amplification of the G. g. 
domesticus DNA  sample  (Fig.  7)  as well  as  from  an A.  rufa  oral  swab RNA  sample 
(Fig. 8 at page 43). 
Figure 6  – Gel  electrophoresis  of products  from PCR amplifications with  the  first  set  of  beta 
actin primers. G – G. g. domesticus DNA sample; B – A. rufa DNA from blood sample; CS – A. rufa 
DNA from cloacae swab sample; NC – negative control. Ph – Samples extracted after Finnzymes direct 
PCR protocol; T – Samples extracted with Trisure. L – 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen). 
L     G     B    CS    B    CS  NC 
T Ph
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Table 20 – Combination of RNA extraction methods and kits for amplification of A. rufa RNA samples.  + Bands 
observed  after  RT­PCR;  –  no  bands  observed  after  RT­PCR. +* RT­PCR  reactions  carried  out with  samples with  higher 
amounts of RNA. 
Because  this  second set of beta actin primers amplified not only A.  rufa DNA 
but also G. g. domesticus DNA, they seemed to be the best choice as beta actin primers 
to continue this work. 
4.2 Optimization of RT­PCR with A. rufa RNA samples and achievement of 
RNA samples amplifiable through RT­PCR 
To  extract  RNA  from A.  rufa  samples,  two  different  methods  were  applied: 
QIAamp® UltraSens™ Virus kit and Trisure. As it is shown in Table 20, different sets 
of primers were used to amplify the extracted RNA, with different RT­PCR kits. For the 
kits  that  only  performed  cDNA  synthesis,  PCR  amplification  of  the  1 st  step  products 
was carried out with Phire Hot Start DNA polymerase and a second set of primers. 
Primers used in the two steps of RT­PCR 
RNA 
Extraction 
RT­PCR 
Oligo(dT) 
+ 
Hexamers 
Hexamers 
+ 
Hexamers 
Oligo(dT) 
+ 1st set 
beta actin 
1st set of beta 
actin + 1st set 
of beta actin 
2nd set of beta 
actin + 2nd set 
of beta actin 
QIAamp 
UltraSens™ 
Virus kit 
cDNA synthesis kit  ­  ­  ­  ­  Not done 
SuperScript II kit  ­  ­  ­  ­  +* 
Trisure 
Superscript II kit  ­  ­  ­  ­  ­ ; +* 
One­step RT­PCR 
kit  Not done  Not done  Not done  ­  +* 
L     NC  G 
Figure  7–  Gel  electrophoresis  of  the  PCR  products  obtained  with  the  2 nd  set  of  beta  actin 
primers. NC – negative  control; G – G.  gallus  domesticus DNA  sample; L –  1kb Plus DNA  ladder 
(Invitrogen).
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Observing Table 20,  it  is possible to remark that both RNA extraction methods 
do extract RNA preserved  to be amplified,  however  rendering  too  low amounts  to be 
visualized in a gel (data not shown). 
Concerning the kits for RT­PCR, cDNA synthesis kit didn’t worked in our hands 
but SuperScript II and One­step RT­PCR kit were proved to work. 
Oligo(dT) and hexamers were used  in order  to randomly amplify RNA,  just  to 
prove the presence of amplifiable RNA in the samples. However, all results with these 
primers were negative. It seems to be probable that RNA in samples wasn’t preserved to 
amplify or that a higher amount of RNA sample should be added like in the successful 
experiments carried out later (Table 20): only after assaying SuperScript II kit a second 
time with the 2 nd  set of beta actin primers and a higher volume of RNA in the 1 st  step 
reaction, a positive result was achieved (Table 20). That allowed understanding that the 
previous  experiments  could  be  carried  out  with  limiting  amounts  of  RNA.  This  was 
only fully understood after assaying an RNA sample from Arabidopsis as control. This 
experiment is explained further ahead in this discussion. 
Once  this  result  was  obtained  with  specific  primers,  the  methodology  was 
optimized with them and no more experiments were done with oligo(dT) and hexamers. 
Results shown in Table 20 also confirmed the second set of beta actin primers as 
a good choice to amplify a sequence of beta actin mRNA. 
An  RNA  sample  to  be  used  as  a  positive  control  was  necessary  to  better 
understand the reasons  for  the negative results  in the experiments, mainly because the 
positive  control  provided  by  cDNA  synthesis  kit  could  not  be  amplified  in  these 
experiments.  For  that  propose,  Dr. Ana Rita Matos  provided RNA  from Arabidopsis 
thaliana and an appropriate set of primers that she was using  in the project “Study of 
the effects of water stress on the bioenergetic processes in plant and their survival, using 
mutants of the alternative oxidase of Arabidopsis”. This new control RNA was assayed 
with SuperScript II and with One­step RT­PCR kits and the expected RT­PCR product 
of about 300 bp was amplified with both kits (Fig 8 and Fig. 9, respectively).
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AT8  DT  A  NC   L 
In  Fig.  8,  a  band  of  about  1500  bp,  expected  for  the  amplification  of  a DNA 
sample, was actually the PCR product of an RNA sample extracted with Trisure. This 
result showed once more that Trisure methodology for RNA extraction still leaves DNA 
vestiges proper to be amplified. This control (sample DT  in Fig. 8) was  introduced to 
distinguish  PCR  from  RT­PCR  products  of  beta  actin,  as  there  is  an  intron  in  the 
NC  CS  OS  B  A  L 
Figure  8  –  Gel  electrophoresis  of  RT­PCR  products  from  samples  AT8  and  A,  subjected  to 
SuperScript II kit + Ph and of a PCR product from the amplification of sample DT with Ph. AT8 
– 8 μl of nucleic acid of A. rufa cloacae swab sample extracted with Trisure; DT – nucleic acid of A. rufa 
cloacae swab  sample  extracted with  Trisure; A –  5  μl  of RNA  of Arabidopsis  sample; NC –  negative 
control; L ­ 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen). 
Figure 9 – Gel electrophoresis of RT­PCR products obtained with One­step RT­PCR kit. NC – 
negative  control;  CS  – A.  rufa  RNA  from  cloacae  swab  sample;  OS  – A.  rufa  RNA  from  oral  swab 
sample; B – A.  rufa RNA blood  sample; A – Arabidopsis  thaliana RNA  sample; L  ­  1kb Plus DNA 
ladder (Invitrogen).
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amplified  DNA  sequence.  For  this  reason  as  well  as  because  beta  actin  is  a  house 
keeping gene, beta actin mRNA was the target in RT­PCR optimization procedures. 
As referred above, Trisure proved to be the handiest methodology to extract high 
quality and amplifiable RNA, with the advantage to simultaneously extract amplifiable 
DNA. This  is  particularly  important  for  a  study  that  intends  to  detect  both DNA and 
RNA virus genomes in each assayed sample. However, one regard mustn’t be left out: 
because RNA and DNA are present  in  the same sample, when RT­PCR  is carried out 
with the SuperScript II kit, the 2 nd  step PCR denaturing and annealing times performed 
with Phire DNA polymerase should  be  reduced  in order  to  favor cDNA amplification 
instead of DNA amplification. 
The  final volume of each cDNA reaction with SuperScript II kit was improved 
to10 µl, in these experiments. 
One­step  RT­PCR  kit  was  the  handiest  methodology  and  it  was  chosen  to 
perform  the  following  experiments.  The  final  volume  of  each  RT­PCR  reaction  with 
this  kit was  also  improved,  since  the  recommended 50 µl  to  25 µl,  12.5 µl,  6 µl and 
finally 4 µl. This was particularly convenient in this study where small amounts of each 
sample  with  small  amounts  of  nucleic  acids  should  be  assayed  with  several  sets  of 
primers. 
The  samples  used  in  order  to  optimize  these  protocols  were  not  the  ones 
presented in Table 1, but are rather samples from 4 different partridges kept in a private 
property. 
4.3 Achievement of PCR and RT­PCR products  from A.  rufa nucleic acid 
samples with specific sets of primers 
After  optimizing  DNA  and  RNA  extractions,  as  well  as  PCR  and  RT­PCR 
methodologies,  specific  primers were  used  to  amplify  nucleic  acids  from A.  rufa oral 
and cloacae swab samples. Results are shown in Table 21 (page 46). 
All  the  samples were  submitted  to  RT­PCR with  the  second  set  of beta  actin 
primers but only samples 3, 8, 12 and 24 were submitted to PCR with these primers to
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confirm the presence of amplifiable DNA. A 1500 bp band could be visualized (data not 
shown),  according  to  our  previous  results.  Only  the  mentioned  4  samples  were 
submitted  to PCR  because  priority was  given  in  obtaining RT­PCR  products with A. 
rufa samples. Because beta actin is a constitutive gene, amplification of its mRNA was 
assayed as a control of the quality of the RNA samples. For this reason, the samples that 
did  not  render  the  expected RT­PCR product  (about  650  bp) with beta  actin  primers 
were not considered for virus detection and positive samples for beta actin mRNA were 
considered good candidates to check the presence of genomes from RNA viruses. 
From  the  selected  samples,  no  amplification  products  were  obtained  with  the 
selected primers for Flavivirus and Influenza A. 
Only once PCR products were observed with primers for Poxvirus, so they were 
considered possible false positives. 
All other positive detections were achieved more than one time. Table 22 (page 
47) presents the sizes of the obtained PCR products for each sample.
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Table 21 – Results of PCR and RT­PCR amplifications with A. rufa nucleic acid samples and specific primers for 
beta actin and for genomes of different family viruses. + Bands observed after amplification; – no bands observed after 
amplification. 
PCR 
product  RT­PCR product 
Type of 
sample  Sample number  Poxvirus 
Beta 
actin  Coronavirus  Paramyxovirus  Flavivirus 
Influenza 
A 
Oral 
swab 
1  ­  +  ­  ­  ­  ­ 
2  Not done  ­  Not done  Not done  Not done  Not done 
3  ­  +  +  ­  ­  ­ 
4  ­  +  +  ­  ­  ­ 
5  ­  +  ­  ­  ­  ­ 
6  ­  +  +  ­  ­  ­ 
7  ­  +  +  +  ­  ­ 
8  ­  +  +  +  ­  ­ 
9  ­  +  +  ­  ­  ­ 
10  ­  +  +  ­  ­  ­ 
11  ­  +  +  ­  ­  ­ 
12  ­  +  ­  ­  ­  ­ 
13  ­  +  +  ­  ­  ­ 
14  ­  +  +  +  ­  ­ 
15  ­  +  +  ­  ­  ­ 
16  +  +  +  ­  ­  ­ 
17  +  +  +  ­  ­  ­ 
18  +  +  +  +  ­  ­ 
19  ­  +  +  ­  ­  ­ 
20  +  +  ­  ­  ­  ­ 
Cloacae 
swab 
21  Not done  ­  Not done  Not done  Not done  Not done 
22  ­  +  ­  ­  ­  ­ 
23  +  +  ­  ­  ­  ­ 
24  Not done  ­  Not done  Not done  Not done  Not done 
25  Not done  ­  Not done  Not done  Not done  Not done 
26  Not done  ­  Not done  Not done  Not done  Not done 
27  Not done  ­  Not done  Not done  Not done  Not done 
28  ­  +  ­  ­  ­  ­ 
29  Not done  ­  Not done  Not done  Not done  Not done 
30  Not done  ­  Not done  Not done  Not done  Not done
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Table 22 – Size of the products amplified by PCR and RT­PCR from A. rufa nucleic acid samples. 
Results with beta actin primers are consistent with the expected ones. That also 
happened with Coronavirus, which obtained band sizes were close to the expected. 
Concerning Poxvirus genome detection,  the observed band sizes correspond  to 
the expected ones. Even being possible to be a false positive, because the purification of 
these PCR products was not achieved, this experiment should be repeated. Once a PCR 
product  was  obtained  and  succeeded  in  the  purification,  it  should  be  sequenced  and 
analyzed to check if it corresponds to a Poxvirus sequence. 
Finally,  concerning  to  the  detection  of  Paramixovirus  genomes  with  specific 
primers,  2  to  4  different  bands were  observed  and  only  one  could  correspond  in  size 
(150  bp  of  sample  18)  to  the  expected  for  these  primers,  that  were  designed  for  a 
PCR product  RT­PCR product 
Poxvirus 
(expected size: 
395 bp) 
Beta actin 
(expected size: 
615 bp) 
Coronavirus 
(expected size: 
265 bp) 
Paramixovirus 
(expected size: 
121 bp) 
Type of 
sample 
Sample 
number 
Oral 
swab 
1  650 bp 
3  650 bp  300 bp 
4  650 bp  300 bp 
5  650 bp 
6  650 bp  300 bp 
7  650 bp  300 bp  390 bp, 250 bp, 
70 bp 
8  650 bp  300 bp  390 bp, 70 bp 
9  650 bp  300 bp 
10  650 bp  300 bp 
11  650 bp  300 bp 
12  650 bp 
13  650 bp  300 bp 
14  650 bp  300 bp 
390 bp, 250 bp, 
70 bp 
15  650 bp  300 bp 
16  400 bp  650 bp  300 bp 
17  400 bp  650 bp  300 bp 
18  400 bp  650 bp  300 bp 
390 bp, 250 bp, 
150 bp, 70 bp 
19  650 bp  300 bp 
20  400 bp  650 bp 
Cloacae 
swab 
22  650 bp 
23  400 bp  650 bp 
28  650 bp
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Figure 10 – Comparison between the reverse nucleotide sequence of a putative beta actin PCR product of A. 
rufa and G. gallus citoplasmatic beta actin gene sequence on NCBI database (X00182.1). G. gallus sequence 
shown in green. Unmatched base shown in red. 
conserved region of the matrix protein gene from a diverse set of Avian Paramixovirus 
type  1,  also  referred  as  Newcastle  disease  virus  (Wise  et  al.,  2004).  Partridges  in 
captivity  are  vaccinated with  inactive  virus  for Newcastle  disease.  Therefore,  even  if 
primers chosen for Paramixovirus seemed not to be specific, it can be hypothesized that 
some PCR products could correspond to a positive detection of vaccinated partridges. In 
order  to,  check  this  hypothesis,  at  least  some of  the PCR products  should  be purified 
and then sequenced. 
4.4 Sequencing and analyses of the PCR products 
The  1500  bp  PCR  product  obtained  with  beta  actin  primers was  purified  and 
sequenced. It  resulted in two complementary sequences of 1300 bp with a match zone 
of  only  200  bp.  Because  the  ABI  PRISM  310  sequencer  has  the  limitation  by  only 
sequencing  about 700 bp,  and  because  the  forward sequence was  not clear even after 
software  treatment,  this  sequence  was  rejected  and  only  the  reverse  sequence  was 
subjected to a blast in NCBI database. It was expected a match with beta actin gene of 
G.  gallus. This  result  was  confirmed,  being  obtained  a match with  citoplasmatic  beta 
actin gene from G. gallus with maximum identity of 85% and query coverage of 99%. 
Comparisons of these two sequences are shown in Fig. 10.
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The  650  bp  RT­PCR  products  obtained  with  beta  actin  primers  were  also 
purified  and  sequenced.  After  proper  analyses  and  treatment,  a  591  bp  sequence was 
obtained. 
A blast was made  in NCBI database and  a match was obtained with G. gallus 
beta actin mRNA with 97% of maximum identity and a 99% query coverage (Fig. 11). 
This result was expected because A. rufa and G. gallus are species from the same family 
(Phasianidae) and beta actin is a highly conserved gene. 
PCR products obtained  from A. rufa DNA samples  is about 700 bp  larger  than 
RT­PCR products obtained from A. rufa RNA samples, when amplified with the same 
beta  actin  primers.  This  allows  concluding  that  an  intron  was  amplified  on  A.  rufa 
DNA, as already expected by the different sizes of amplification products. 
The  300  bp  PCR  product  obtained  by  RT­PCR  with  specific  Coronavirus 
primers (Culver et al., 2008) was also purified and sequenced. After proper analyses and 
treatment, a 268 bp sequence was obtained. A blast was made in NCBI database and 7 
matches were obtained with a maximum identity of 92% and a query coverage of 100%: 
with the Turkey Coronavirus isolate MG10, complete genome (EU095850.1); with the 
Avian  infectious  bronchitis  virus  polyprotein  1a,  polyprotein  1b,  spike  protein,  3a 
protein, 3b protein,  small envelope protein, membrane protein, 5a protein, 5b protein, 
and  nucleocapsid  protein  mRNAs,  complete  cds  (AY692454.1);  with  the  Avian 
infectious bronchitis virus isolate IBV­EP3, complete genome (DQ001338.1); with the 
Figure 11 – Comparison of nucleotide sequences of A. rufa RNA amplified with beta actin primers and G. 
gallus beta actin mRNA sequence on NCBI database (NM_205518.1). G. gallus sequence shown in blue. 
Unmatched base shown in red.
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Avian  infectious  bronchitis  virus  pol  protein,  spike  protein,  small  virion­associated 
protein, membrane protein, and nucleocapsid protein genes, complete cds (M95169.1); 
with  the  Avian  infectious  bronchitis  virus  (strain  Beaudette US)  s  gene,  3a  gene,  3b 
gene, 3c gene, m gene, 5a gene, 5b gene and n gene, genomic RNA (AJ311362.1); with 
the  Avian  infectious  bronchitis  virus  (strain  Beaudette  CK)  complete  genomic  RNA 
(AJ311317.1); and with the Avian infectious bronchitis virus mRNA for chimeric gene 
(Z30541.1) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). The match of  these sequences can be seen 
in Fig. 12. 
Figure 12 – Comparison of nucleotide sequences of A. rufa RT­PCR product amplified with specific primers for 
Coronavirus and set of sequences found to have a 92% of maximum identity (NCBI database). Turkey Coronavirus 
isolate MG10 (EU095850.1) sequence shown in dark blue; Avian infectious bronchitis virus polyprotein 1a, polyprotein 1b, 
spike  protein,  3a  protein,  3b  protein,  small  envelope  protein, membrane  protein,  5a  protein,  5b  protein, and nucleocapsid 
protein  mRNAs  (AY692454.1)  sequence  shown  in  dark  red;  Avian  infectious  bronchitis  virus  isolate  IBV­EP3 
(DQ001338.1) sequence shown in green; Avian infectious bronchitis virus pol protein, spike protein, small virion­associated 
protein,  membrane  protein,  and  nucleocapsid  protein  genes  (M95169.1)  sequence  shown  in  purple;  Avian  infectious 
bronchitis virus (strain Beaudette US) s gene, 3a gene, 3b gene, 3c gene, m gene, 5a gene, 5b gene and n gene, genomic RNA 
(AJ311362.1)  sequence  shown  in  blue;  Avian  infectious  bronchitis  virus  (strain  Beaudette  CK)  complete  genomic  RNA 
(AJ311317.1)  sequence  shown  in  orange;  and    Avian  infectious  bronchitis  virus  mRNA  for  chimeric  gene  (Z30541.1) 
sequence in dark green. Unmatched base shown in red.
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These primers align to highly conserved sequences of the 3’ untranslated region 
of  Infectious  bronchitis  virus  (an  Avian Coronavirus)  and  were  used  to  successfully 
detect Turkey Coronavirus in faeces and gut contents (Culver et al., 2008). Unlike for 
Paramyxovirus type 1, partridges in captivity were not vaccinated for any Coronavirus. 
This strongly supports the possibility of having the circulation of a Coronavirus among 
the A. rufa population in Santarém partridge breeding property. 
Avian Coronaviruses have been isolated in chicken, turkeys, and pheasants, and 
may  exist  in many,  if  not  all,  avian  species  (Cavanagh  et  al.,  2002). This  study may 
contribute to hypothesis that avian Coronavirus may also exist in partridges. 
Turkey Coronavirus that matched with the sequence obtained was isolated from 
an outbreak of acute enteritis  in young turkeys (Gomaa et al. 2008). Also  in this case 
the Coronavirus circulating among partridges can be a small outbreak. In Teixeira et al. 
(2007)  Turkey Coronavirus  was  allusion  to  be  one  of  the  most  important  causative 
agents  of  poultry  enteritis  and  mortality  syndrome,  which  is  relevant  looking  at  the 
achieved  results.  However,  no  reference  has  been  done  to  sick  animals  of  Santarém 
partridge breeding property. 
4.5 Economic relevance of these results 
Because  Coronavirus  sequences  have  been  found  in  A.  rufa  samples  from 
Santarém partridges  breeding  property and  there  is  not  any  reference  to  sick  animals. 
Therefore,  a  Coronavirus  can  be  circulating  among  this  population  but 
asymptomatically. However, and after observing the matched sequences, it can progress 
to an avian infectious bronchitis that can cause big losses to the owner of this partridges 
breeding  property.  It  is  also  important  to  notice  that  SARS­CoV  in  humans  that 
resembles IBV  in poultry may be distantly related to group II Coronavirus (Snijder et 
al.,  2003;  Stavrinides  and  Guttman,  2004),  and  this  Coronavirus  found  in  partridges 
requires  as  much  attention  and  caution  regarding  possible  mutations  that  could  make 
possible  for  it  to  infect  humans.  So,  it  is  important  to  follow  closely  this  partridges 
breeding property and alert the authorities to evaluate potential risks for this population, 
for  neighboring animals,  for  humans close  to  this partridge  breeding property and  for 
the consequences of the release of these animals in a natural ecosystem.
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5. Final considerations 
5.1 Optimization of DNA amplification from A. rufa samples 
5.1.1 PCR amplification of A. rufa sequences 
Direct  PCR  with  Phire  Hot  Start  DNA  polymerase  (Finnzymes)  without 
previous DNA purification proved to be a good extracting/amplification method. All 3 
types  of  A.  rufa  samples  assayed  by  this  method  rendered  the  expected  PCR 
products.The volume of PCR reactions was also optimized and reduced to 10 µl. 
. 
5.1.2 Selection of primers for amplification of a beta actin gene region 
Two  sets  of  primers  were  used  to  amplify  a  beta  actin  sequence  of  A.  rufa 
nucleic acids,  as positive control  (presence of amplifiable  nucleic acid  in  the sample). 
The  PCR  products  obtained  with  the  first  set  of  beta  actin  primers  used,  based  in  a 
Japanese quail sequence, suggested that in the same region, unlike quail, A. rufa has an 
intron. 
The 2 nd  set  of beta  actin  primers was  chosen  because  it  amplified  not only A. 
rufa DNA but also G. g. domesticus DNA and with both DNA samples (A. rufa and G. 
g. domesticus), an approximately 1500 bp size PCR product was obtained. 
5.2 Optimization of RNA amplification from A. rufa samples: Achievement 
of amplified RNA samples through RT­PCR 
To extract RNA, both Trisure and QIAamp UltraSens™ Virus kit were efficient 
methods. However,  taking  in account  the purposes of  this  study, Trisure proved  to be 
the preferred extraction method because it had the advantage of simultaneously extract 
RNA and a small amount of DNA, both rendering the expected amplification products. 
The best kit to amplify RNA from A. rufa was One­step RT­PCR kit because of 
its handiness and also because the same positive results were obtained after the reaction 
volume had been optimized from 50 µl to 4 µl. 
Superscript II Reverse Transcriptase kit was also assayed and was very efficient 
in cDNA synthesis;  the 2 nd  step (cDNA PCR amplification) was performed with Phire 
Hot  Start DNA  polymerase  and  denaturing  and  annealing  times were  critics  to  favor 
cDNA  amplification  instead  of  DNA  amplification  as  DNA  was  present  in  samples
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extracted and purified with Trisure. The final reaction volume was also optimized to 10 
µl. 
Both mentioned methods were proved to be sensitive to the available amounts of 
RNA in the samples. 
The optimized  volumes were  indicated  to  detect amplification,  nevertheless  to 
get product to be sequenced, higher volumes should be required. 
5.3 Achievement of PCR and RT­PCR products  from A.  rufa nucleic acid 
samples with specific sets of primers 
5.3.1 PCR and RT­PCR amplification products with A. rufa swabs samples 
and specific primers 
A 1500 bp  band was amplified on A.  rufa samples after PCR with primers  for 
beta actin and a 650 bp band was amplified in most of the samples after RT­PCR with 
the same primers.  This allows concluding that the DNA sequence has an intron. 
Concerning the searching for viruses, amplification was only achieved with the 
selected  sets  of  specific  primers  for  the  genomes  of Coronaviridae,  Paramyxoviridae 
and Poxviridae; a 300 bp RT­PCR product was obtained  for Coronaviridae, a 400 bp 
PCR product was obtained for Poxviridae and RT­PCR products of 70 bp, 150 bp, 250 
bp and 390 bp were achieved for Paramyxovirus. 
Results  obtained  with  Poxviridae  most  probably  are  false  positives.  This 
experiment should be repeated in order to check its reproducibility. 
Results relative to Paramyxoviridae can be a detection of a vaccine applied on 
the captivity partridges or can be unspecific amplified DNA. Further conclusions only 
can be done by sequencing the reached bands. 
PCR  products  obtained  with  primers  for  Coronaviridae  genome  amplification 
showed  the  expected  size  and  were  obtained  with  several  samples  from  the  same 
partridge breeding property. 
5.3.2 Success on amplified samples 
Blood card samples did not render RT­PCR products with primers for beta actin 
and  in  consequence  weren’t  used.  They  more  easily  contain  ribonucleases  in 
consequence  of  their  handling  and  actually  weren’t  stored  in  the  best  conditions  to
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preserve RNA. Fortunately viral genomes searched in this study were more probable to 
be in swab samples than in blood samples. 
Oral  and  cloacae  swab  samples  extracted with Trisure methodology were  efficient  to 
amplify  both  DNA  and  RNA;  95%  of  oral  swab  samples  and  30%  of  cloacae  swab 
samples  amplified  beta  actin  mRNA.  In  general,  73% of  total  samples  rendered RT­ 
beta actin PCR products. 
5.4 Sequencing 
The  1500  bp  forward  sequence  PCR  amplified  with  beta  actin  second  set  of 
primers was  not clear,  but  the  reverse  sequence  permitted  to get a very good positive 
match with beta actin sequences; this makes almost certain that the amplified sequence 
is an A. rufa beta actin partial sequence. 
The  650  bp  RT­PCR  product  amplified with  beta  actin  second  set  of  primers 
presented a very good match with G. gallus beta actin mRNA, which ensures that this 
sequence is part of beta actin mRNA of A. rufa. 
The 300 bp sequence obtained with specific primers for avian Coronavirus  had 
excellent  matches  with  several  Coronavirus  genome,  which  ensures  that  Coronavirus 
genome were  present  in  the  amplified  sample.  Partridges  weren’t  vaccinated  for  any 
Coronavirus,  therefore,  this  strongly  support  the  possibility  of  a  Coronavirus  being 
circulating among the partridges population in captivity in this breeding property. 
Until  nowadays,  many  avian  species  were  known  to  be  infected  with  avian 
Coronavirus, and the results achieved in this study suggest the inclusion of partridges in 
this known list. 
5.5 Economic relevance of these results 
A. rufa population of Santarém breeding property appear to have a Coronavirus 
circulating among them, which can be not harmful to those birds, or can evolve in a big 
animal and economic loss. A close follow­up and the alert to the authorities should be 
done  to  these  partridge  breeding  property,  in  order  to  evaluate  potential  risks  for  this 
population,  for  neighboring  animals,  for  humans  close  to  this  partridge  breeding 
property and for the consequences of the release of these birds.
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